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RESUMO. O fenol esta presente em efluentes de industrias de gaseificacao
de carvdo, producao de coque, farmacéutica, pesticidas, fertilizantes,
producao de tintas, quimica sintética e polpa de papel. O fenol em altas
concentracdes é toxico a organismos vivos. No Brasil, os padroes de
qualidade de agua estabelecem concentragdes de fenol de até 3 mg/L para
aguas de classe I (destinadas ao abastecimento para consumo humano,
com desinfeccao; a preservacao do equilibrio natural das comunidades
aquaticas; e a preservacao dos ambientes aquaticos em unidades de
conservacao de protecao integral. Os padrdoes de emissao correspondem a
valores de 0,5 mg.L' (CONAMA, 2005). O presente trabalho pretende isolar
e identificar microrganismos presentes no meio ambiente e que tenham
capacidade de degradar o fenol e também outros aromaticos. A eficiéncia
destes microrganismos foi comparada aqueles tradicionalmente utilizados
para a degradacdao do fenol em reatores bioldgicos (lodo bioldgico
adaptado). Muitas enzimas ja foram identificadas no genoma de bactérias
com capacidade de degradacdo de xenobibticos, dentre elas, fenol-
monooxigenases, catecol -dioxigenases, além de outras. Estes
microrganismos foram colocados em um mini-reator bioldgico para a
degradacao do fenol e seus intermediarios (catecol e hidroquinona).
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Introducdo

Os compostos fendlicos pertencem a um grupo toxico de poluentes
ambientais descartados do processo de muitas industrias, tais como refinarias de
o0leo e industrias quimicas. Alguns destes componentes sdo listados como os
principais poluentes do meio ambiente pelas agéncias de protecdo ambiental de
varios paises. Muitos microrganismos sdao capazes de utilizar os compostos
aromaticos como fonte primaria de carbono e energia, transformando-os em
produtos menos téxicos. Sem duvida, os tratamentos baseados em processos
bioldgicos sdao os mais freqlientemente utilizados, uma vez que permitem o
tratamento de grandes volumes de efluentes transformando compostos organicos
toxicos em CO, e H,0, com custos relativamente baixos. Porém, o tratamento
bioldgico pode apresentar limitagdes, devido a baixa biodegradabilidade e alta
toxicidade do fenol e de alguns de seus derivados. Por esta razdo, um grande
numero de bactérias que degradam fenol em altas concentragoes, tém sido isoladas
e suas vias de degradagdo estudadas. Grande parte da informacdo da via
metabdlica da degradacdo de compostos aromaticos vem do isolamento e selegdo
de cepas bacterianas (Takeo et al., 2006). A degradagdo aerdbia de um composto
fendlico é iniciada através de sua hidroxilacdo para entdo formar catecol (Harayama
et al., 1992). Este passo € catalisado pela fenol hidroxilase (fenol 2-
monooxigenase, E.C. 1.14.13.7), o qual é considerado um passo limitante na via
degradativa. Existem 2 tipos de fenol hidroxilases bacterianas, uma uni-
componente e outra multi-componente. Entre elas, a fenol hidroxilase multi-
componente (mPH) é considerada a maior enzima existente no meio ambiente
natural (Futamata et al., 2001). O presente trabalho visa a selegdo de
microrganismos presentes em ambientes contaminados e com alto potencial para
degradacao de fenol. A escolha da metodologia de amplificacdo do DNAr 16S para
identificacdo destes microrganismos, decorreu do fato dele apresentar um
marcador molecular ideal, pois possui uma distribuicdo universal, estrutura e
funcdo conservadas entre os taxa e permite o aparecimento de divergéncias na
seqliéncia. Além disso, sua estrutura primaria possui uma alternancia entre as
regides mais e menos conservadas, permitindo a investigagdo de um amplo
espectro de distancias filogenéticas, desde o nivel de dominio até o nivel de espécie
(Ludwig & Schleifer, 1994).

Objetivo
Isolar e identificar linhagens de microrganismos presentes no meio
ambiente e que tenham capacidade de degradar o fenol.

Metodologia

Neste experimento, a selecao de microrganismos tolerantes e com
potencial para utilizagdo do fenol como fonte de carbono, foi realizada através de
crescimento em meio minimo mineral (10 mL de FeSO4 a 1 mM, 1mL de MgS0O, a 1
M, 0,5 mL de CaCl, a 1M e 10 mL de M2 - NH,CI 5g, Na,HPO, 17,4g, KH,PO, 10,69)
contendo 25 mg.L? de fenol a temperatura ambiente. A avaliacdo do crescimento
foi feita apos 30 dias e os microrganismos foram plaqueados em meio minimo
mineral soélido contendo concentracbes crescentes de fenol (25, 50, 100 e 200
mg.L?* de fenol). A linhagem isolada foi utilizada nos ensaios de biodegradacdo que
envolviam: crescimento celular, consumo de fenol e identificacgdo de seus
intermediarios. Esta linhagem foi identificada através de extracdo do DNA
baseando-se no protocolo de Chen & Kuo (1993). A amplificacao foi realizada
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através de PCR e consistiu de 0,3 puL do DNA genbmico, 0,2 yL da enzima Tag-
polimerase (1 unidade), 5 pL do tampdo da enzima Taq (GE),1 pyL dNTPs (10mM), 1
ML do primer 27F (5 AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 3°), 1 pL do primer 1401R
(5 CGGTGTGTACAAGACCC 37). As amostras foram submetidas a 30 ciclos de 95°C
por 1 min., 61°C por 30 seg., 72°C por 50 seg. em um termociclador. A eficiéncia
da amplificagdo foi verificada através de eletroforese em gel contendo 1% de
agarose, conforme descrito por Sambrook et al. (1989). Uma sequéncia do gene
16S contendo 908 pares de bases foi obtida em ambas as direcdes para esta cepa,
utilizando-se o seqlienciador de DNA ABI modelo 310 A (Applied Biosystems) e o kit
de sequenciamento ABI Prism (Big Dye Terminator Cycle Sequencing kit, Perkin-
Elmer). A seqliéncia de nucleotideos do gene que codifica o RNAr 16S foi
comparada com o banco de dados do BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast). A
eficiéncia na degradagdo de fenol foi comprovada através de ensaios enzimaticos
em meio minimo mineral contendo fenol como Unica fonte de carbono em
concentracdes de até 800 mg.L! de fenol. Amostras foram retiradas diariamente e
analisadas em HPLC (Shimatzu), e seu crescimento celular observado em
espectrofotometro (Shimatzu), a A=600nm.

Resultados e Discussao

A seqléncia obtida foi comparada com seqliencias do banco de dados
(BLAST, GenBank) e apresentou 95% de homologia com Pseudomonas aeruginosa.
Muitas das bactérias que possuem capacidade de degradar compostos aromaticos
sdo Gram negativas, sendo que a melhor representante desta classe é da familia
Pseumonadaceae. Diversas espécies pertencentes ao género Pseudomonas e outros
géneros relacionados (Sphingomonas, Burkholderia, Ralstonia, etc) tém sido
identificados como tendo ampla capacidade de degradagdo de compostos
aromaticos (Chen et al., 2004, Thakur et al., 2002). Estas bactérias Gram-
negativas sdo excepcionalmente versateis e sdo conhecidas pelas suas atividades
metabdlicas que permitem que algumas delas crescam em condigbes extremas de
limitacdo de nutrientes. Além disso, sdo capazes de adquirir rapidamente a
capacidade de degradar compostos xenobidticos quando expostas a estes
compostos e na auséncia de fontes de nutrientes mais facilmente degradaveis. Por
isso, encontram-se frequentemente envolvidas em diversos processos de
biorremediacdo. Ensaios de biodegradacdo e crescimento em fenol como Unica
fonte de carbono, demonstraram que esta cepa foi capaz de consumir até 800
mg.L? de fenol em apenas 24h, restando como principal intermedidrio, mesmo
assim em baixa concentracdo, a hidroquinona (fig.01). Este resultado sugere que a
enzima envolvida realiza uma para-hidroxilagdao, fato bastante incomum na via
degradativa de bactérias, que normalmente hidroxilam, através da enzima fenol-
hidroxilase (E.C. 1.14.13.7) na posicdo orto-, formando catecol como principal
intermediario (Futamata et al., 2001). O crescimento celular e a degradacdo de
1000 mg.L* de fenol foi observada (fig.02) durante uma semana.
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Fenol800 mg.L™

I

Hidroguinona 39,7 mg.L”

Fig.01. Cromatograma da biodegradacdo do fenol (800 mg.L™!) pela bactéria isolada
e formacdo de sub-produto (hidroquinona). Remocgdao de 100% da concentracao
inicial de fenol apos 24h de incubacao.

Biodegradacao do Fenol e Crescimento Celular
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Fig.02. Efeitos da concentracdo de 10 mM de fenol (equivalente a 1000 mg.L™)
sobre a bactéria isolada do meio ambiente. Concentracdo do fenol analisada em
HPLC e crescimento celular medido através da absorbancia em 600 nm.
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Conclusao

A cepa de Pseudomonas aeruginosa isolada da zona industrial de Cubatdo-
SP apresenta alta tolerancia a toxicidade do fenol e conseqlientemente pode ter
potencial aplicacdao no biotratamento de efluentes contendo altas concentracdes de
compostos fendlicos ou em biorremediacdo de solos in situ.
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